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ADENOVIRUS RECOMBINANTS DEFECTIFS POUR LA THERAPIE GENIQUE DES TUHEURS 

La presente invention concerne des vecteurs recombinants tforigine virale et 
5 leur utilisation pour le traitement des cancers. Plus particulierement, elle concerne des 
adenovirus recombinants comportant une sequence d'ADN h§terologue dont 
I 1 expression dans une cellule se divisant anormalement permet d'inhiber au mains 
partiellemem la division de ladite cellule. L'invention concerne Sgalement la 
preparation de ces vecteurs et les compositions pharmaceutiques les contenant 

10 La croissance cellulaire est regulee de rnaniere extremement subtile par deux 

types de signaux. Certains favorisent la multiplication des cellules, tandis que d'autres, 
au contraire, les font entrer dans un etat quiescent ou les font se differencier, selon les 
besoins de Vorganisme. Les cancers sont tous caracterises par un dereglement des 
mecanismes controlant la division cellulaire, conduisant a une proliferation anormale. 

15 Le plus sou vent, le dSveloppement d'un cancer implique done Tactivation de genes 
favorisant la multiplication des cellules (genes designes proto-oncog&ies, qui sont 
actives en oncogenes) et la disparition ou i'inactivation de gSnes inhibant la 
proliferation cellulaire. La pr&ente invention offre la possibility de traiter les cancers 
par la therapie genique, par Tadministration, k des cellules tumorales, d'un ou plusieurs 

20 de ces gfenes dont 1'expression perrnet d'inhiber au moins partiellemem la proliferation 
cellulaire. 

La therapie genique consiste & corriger une d^ficience ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information g&i&ique 
dans la cellule ou Torgane affecte. Cette information gen&ique peut etre introduite soit 

25 in vitro dans une cellule extraite de 1'organe, la cellule modifi&e fetant alors reintroduite 
dans l'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al.. J. Virol, a 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nuclfeaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 

30 375). d'ADN et de lipides (Feigner et aL, PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de 
liposomes (Fraley et aL, J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), eta Plus recemment, 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet 6gard, 
differents virus ont ete testes pour leur capacity a infecter certaines populations 
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cellulaires. En particulier. les retrovirus (RSV, HMS f MMS, etc), le vims HSV, les 
virus adfino-associfes, et les adenovirus. 

La possibility d'utiliser la therapie genique pour traiter les cancers a deja ete 
evoqufe dans la demande WO91/15580. Cette demande d6crit la construction de 
5 retrovirus contenant un g£ne codant pour un ribcrayme, dont Texpression en culture 
cellulaire pent permettre de detruire un ARNm d*un oncogene. 

La pr6sente invention rfeulte de la mise en 6vidence que les adenovirus 
constituent des vecteurs particulierernent efficaces pour le transfert et I'expression de 
genes therapeutiques dans les tumeurs. En particulier, les adenovirus pr§sentent 

10 Ta vantage de ne pas s'integrer au genome des cellules qu'ils infectent. de s^ maintenir 
de maniere tres stable ce qui permet d'obtenir un effet therapeutique durable, et d'avoir 
un spectre d'hote trfcs large, ce qui perrnet une application au traitement de cancers 
affectant tout type de cellules. Par ailleurs, Tinvention repose egalement sur la mise en 
evidence que les virus de type adenovirus sont capables de transferer et tfexprimer des 

15 genes capables d'inhiber au moins paniellement la division cellulaire directement au 
niveau de tumeurs. 

Un premier objet de Vinvention reside done dans un adenovirus recombinant 
defectif contenant une sequence d'ADN hetfcrologue dont Texpression permet d'inhiber 
au moins paniellement la division cellulaire. 

20 L'invemion a egalement pour objet l'utilisation d'un tel adenovirus 

recombinant defectif pour la preparation d'une composition pharmaceutique destin&e 
au traitement ou a la prevention des cancers. 

Au sens de la presente invention, le terme "adenovirus d6fectif" designe un 
adenovirus incapable de se repliquer de fagon autonome dans la cellule cible. 

25 Generalernent. le genome des adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la prfesente 
invention est done depouryu au moins des sequences necessaires a la replication dudit 
virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent Stre soit eliminees (en tout ou en 
partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et 
notamment par le g&ne ins§r§. Preferentiellement, le virus defectif conserve n§anmoins 

30 les sequences de son genome qui sont necessaires a Tencapsidation des particules 
vi rales. 



11-00; 10:38 ; REED TECH 



; 1 23 



WO 94/24297 PCT/FH94/00421 



II existe differents serotypes d^adenovinis, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Neanmoins, ces virus ne som pas pathogenes pour ITiomme. et 
notamment les sujets nbn immuno-deprimes. Parmi ces serotypes, on prefers utiliser 
dans !e cadre de la presente invention les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 
5 Dans le cas des adenovirus Ad 5, les sequences necessaires a la replication sont les 
regions El A et E1B. 

Au sens de la presente invention, la sequence d'ADN h&fcrologue dont 
F expression permet d'inhiber au moins partiellernent la division cellulaire comprend de 
preference au moins un gene choisi parmi les gfcnes suppresseur de tumeur (ou anti- 
10 oncogene) ou tout deriv6 actif desdhs genes; les gene antisens, dont Fexpression dans 
la cellule cible perrnet d'inhiber Texpression de genes favorisant la division cellulaire; 
ou les genes dont le produit d'expression induit tine apoptose de la cellule infect£e. 

Parmi les genes suppresseurs de tumeur utilisables dans le cadre de la 
presente invention, on peut citer plus particulierement les gdnes suivants : 

15 «G6nep53: 

Le gene p53 code pour une protfeine nucleaire de 53 kDa. La forme mut£e 
par deletion et/ou mutation de ce gene est irnpliquee dans le dfeveloppement de la 
plupart des cancers humains (Baker et coll., Science 244 (1989) 217). Ses formes 
mutees sont egalement capables de coopSrer avec les oncogenes ras pour transformer 

20 des f ibroblastes murins. Le gdne sauvage codant pour la p53 native inhibe en revanche 
la formation des foyers de transformation dans des fibroblast es de rongeurs transfectfe 
avec diverses combinaisons ^oncogenes. Des donn^es rfecentes soulignent que la 
proteine p53 pourrait etre elle-meme un facteur de transcription et stimuler 
1 'expression d'autres genes suppresseurs de tumeur. 

25 - Gene Rb 

Le gene Rb determine la synthese d'une phosphoproteine nuclSaire de 927 
acides amines environ (Friend et coll.. Nature 323 (i986) 643) dont la fonction est de 
reprimer la division des cellules en les faisant entrer en phase de quiescence. Des 
formes inactivees du gene Rb ont ete mises en cause dans differentes tumeurs, et 

30 notamment dans les r§tinoblastomes ou dans les cancers mesenchyrnateux comme les 
osteosarcomes. La reintroduction de ce gene dans les cellules tumorales ou a 6tait 
inactive produit un retour & I'etat normal et une perte de la tumorigenicit6 (Huang et 
coll., Science 242 (1988) 1563). Recemment, il a et6 demontre que la proteine Rb 
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normale, mais pas ses formes mutees, reprirne l'expression du proto-oncogene c-fos. 
gene indispensable a la proliferation cellulaire. 

- G£ne rap 1A 

Le gene rap 1A (egalement designe k-revl) code pour une proteine de 21 
5 kDa associee h la face interne de la membrane cytoplasmique. Cette protSne est 
capable, a des niveaux elev6s, de reverter des cellules transformfees exprimant les 
oncogenes ras mutes (Kitayama et coll., Cell 56 (1989) 77). 

- Gene DCC 

Le gene DCC code pour une proteine homologue avec les proteines 
10 d'adhesion cellulaire de la famille N-CAM. Ce gene est trfcs frequemment detete dans 
les carcinomes du colon (Fearon et coll., Science 247 (1990) 49). 

- Genes k-rev2 et k-rev3 

Le gdne k-rev2 code pour une proteine sfecrfetee de 60 acides amines, et le 
gene k-rev3 code pour une version tronquee d'une proteine de la matrice 
15 extracellulaire. Ces deux genes sont capables de reverter des cellules NIH 3T3 
transformees par Poncogene Ki-ras. 

D'autres genes peuvent etre utilises dans le cadre de la presente invention 
pour leur effet anti-tumoral, et notamment d'autres genes suppresseurs de turneur 
20 decrits dans la litterature, ou tout autre gene dont le produit d'expression peut induire 
l'apoptose cellulaire. 

Comme indique plus haut, la sequence d'ADN heterologue peut comporter le 
gene suppresseur de turneur natif ou un d6rive actif dudit gene. Un tel derive pent 6tre 
obtenu par mutation, deletion, substitution et/ou addition d'une ou plusieurs paires de 
25 bases dans la sequence du gene, selon les techniques classiques de biologie 
moleculaire. L'activite du derive ainsi obtenu peut ensuite etre confirmee in vitro sur 
des tests connus de 1'homme du metier, tels que ceux decrits dans les exemples. 

Au sens de 1'invention, la sequence tfADN heterologue peut Sgalement 
comprendre un gene antisens, dont l'expression dans la cellule dble permet de 
30 controler l'expression de genes ou la transcription cfARNm cellulaires cod ant pour des 
proteines favorisant la proliferation cellulaire. De tels genes peuvent par exemple etre 
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transcrits, dans la cellule cible, en ARN comptementaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en proteine. 

Parmi les genes antisens utilisables dans le cadre de l'invention, on peut citer 
plus particulierement toute sequence antisens permettant de diminuer les niveaux de 
5 production des oncogenes ras, myc t fos, c-erb B, etc. 

Generalement, la sequence d'ADN h§terologue comprend egalernent des 
sequences promotrices permettant Texpression du ou des genes capables cfinhiber au 
moins partiellement la division cellulaire dans la cellule cible. II peut s'agir de 
sequences promotrices qui sont naturellement responsables de I'expression dudit gene 

10 lorsque ces sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infect6e* D peut 
egalernent s'agir de sequences promotrices d'origine differente (responsables de 
r expression d'autres proteines, ou meme synth&iques). Notamment, il peut s'agir de 
sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome de la cellule que Ton d&ire infecter. De 

15 meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du gSnome d'un virus, y compris 
Tadenovirus utilise. A cet Sgard, on peut citer par exemple les promoteurs des genes 
E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences promotrices peuvent etre 
modifiees par addition de sequences deactivation, de regulation, etc. Par ailleuis, 
lorsque la sequence d'ADN heterologue ne comporte pas de sequences d'expression, 

20 elle peut etre inseree dans le genome du virus defectif en aval d'une telle sequence. D 
est egalernent possible d'utiliser des promoteurs inducibles. 

Par ailleurs, dans un autre mode de mise en oeuvre de rinvention, la sequence 
d'ADN heterologue comprend, en plus du gene suppresseur de tumeur ou du g&ie 
antisens, un gene codant pour un antigene specifique de tumeur et/ou un gene codant 
25 . pour une lymphokine. La combinaison de ces gSnes permet en effet (i) de stopper la 
division cellulaire dans une tumeur et ainsi, de faire rfegresser ladite tumeur, et (ii), 
d'augmenter la reponse immunitaire de Forganisme contre ladite tumeur. 

Les antigenes specifiques de tumeur sont des motifs antigeniques qui 
apparaissent a la surface de cellules tumorales, mats qui n'existent pas a la surface des 
30 memes cellules non tumorales. De tels antigenes sont generalement utilises pour le 
diagnostic de cancers. Plus recemment, ils ont ete decrits pour la realisation de vaccins 
anti-tumoraux (EP 259 212). Cependant, ils n'ont jamais ete combines a d'autres genes 
therapeutiques comme dans le cadre de la pr6sente invention. 
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Parmi les genes codant pour des lymphokines, on peut citer plus 
particulierement les genes codant pour les interleukines (IL-1 & IL-13), les interferons, 
les facteurs de nfccrose des tumeurs, les facteurs de stimulation des colonies (G-CSF, 
M-CSF, GM-CSF, etc), le TGFB. etc. Par ailleurs, le g£ne codant pour la lymphokine 

5 comprend genfcralement, en amont de la sequence codante, une sequence ^expression 
et une sequence signal dirigeant le polypeptide synth6tis6 dans les voies de secretion 
de la cellule cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle de la 
lymphokine, mais il peut 6galement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, 
ou d'une sequence signal artificielle. De telles constructions permettent en particulier 

10 d'augrnenter les taux de lymphokine de maniere tr&s localisfe, et ainsi, en presence tfun 
antigdne spdcifique de tumeur, d'amplifier la reponse immunitaire centre tin type 
particuliuer de tumeur, ce qui donne un effet particulierement avantageux. De tels 
adenovirus recombinants sont particulierement utilisables pour la preparation de 
vaccins anti-turnoraux. 

15 Les adenovirus recombinants defectifs selbn Tinvention peuvent etre prepares 

par toute technique connue de Thomme du mfetier (Levrero et al. t Gene 101 (1991) 
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN heterologue. La recombinaison homologue se produit 

20 apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire 
appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par 
lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie 
du genome de 1'adenovirus defectif, de preference sous forme int6gr6e pour 6viter les 
risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lign£e de 

25 rein embryonnaire humain 293 (Graham et al„ J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui 
contient notamment, intfegrte dans son genome, la partie gauche du genome cfun 
adenovirus Ad5 (12 %). 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recupferes et purififcs selon 
les techniques classiques de biologie molfcculaire, comrne illustre dans les exemples. 

30 La presente invention conceme 6galement une composition pharmaceutique 

comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits 
precedemment. De preference, les compositions pharmaceutiques de I'invention 
contiennent un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
directernent injectable dans les tumeurs a traiter. II peut s'agir en particulier de 
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soiutions steriles, isotoniques, ou de compositions stehes, notamment lyophilisSes, qui, 
par addition selon le cas d'eau sterilis6e ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Uinjection directe dans la tumeur a traiter est 
avantageuse car elle permet de concentrer l'effet th&apeutique au niveau des tissus 
5 affectfes. 

Les doses ^adenovirus recombinant defectif utilisees pour Tinjection peuvent 
etre adaptfees en fonction de differents param&tres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de 
la duree du traitement recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus 

10 recombinants selon l'invention sont formules et administres sous forme de doses 
comprises entre 10* et 10 u pfu/ml, et de preference 10 6 5 10 10 pfu/mh Le terme pfu 
("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est 
determine par infection d'une culture cellulaire appropri&e, et mesure, generalernent 
apres 48 heures, du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de 

15 determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documem&es dans la 
Iitterature. 

La presente invention off re ainsi un moyen trds efficace pour le traitement ou 
la prevention des cancers. En outre, ce traitement peut concemer aussi bien lliomme 
que tout animal tel que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats", 
20 etc), les chevaux, les poissons, etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Lepemfc sift? figure 

Figure 1 : Representation du vecteur mp53wtI-.CMV 
25 Figure 2 : Representation du vecteur mp53pIX,CMV 

Techniques generates de biologie molecnlaire 

Les methodes classiquement utilises en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
30 purification de fragments d'ADN par 6lectro§lution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phfenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
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I'ethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont Wen 
connues de Thomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al. # "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
5 Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987J. 

Les plasrnides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par 61ectrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
10 melange phenol/chloroforme, precipites S P&hanol puis incubes en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissoge des extremites 5' proerninentes peut Stre effectu6 par le 
fragment de Klenow de TADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proerninentes est effectuee en presence 
15 de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5' proerninentes est eff ectufee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodfeoxynuclfctides synth§tiques peut 
etre effectuee selon la mfethode dSvetoppee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. U 
20 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique elite de PCR 
[Polymerase-catalyzed Chain fieaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 1350- 
1354; Mollis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut §tre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
25 specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la m§thode 
developp£e par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Exempli 

30 El. Construction du vecteur mp53\vtI-CMV portant le gene p53 sous le controle 
du promotetir du cytomegalovirus (figure 1). 

Le vecteur d'expression eucaryote mp53\vtI-CMV a ete construit a partir du 
plasmide pUC19 t par insertion : 
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- June region promotrice d'origine virale qui correspond au promoteur 
precoce du cytomegalovirus (CMV). Cette region est entouree dans le vecteur de sites 
de restrictions uniques EcoRI-SphI a la jonction CMV / pUC et BamHI a la jonction 
CMV / p53. La presence de sites uniques flanquant la r&gion promotrice permet de 

5 remplacer la region CMV par tout autre promoteur. Unie deuxieme serie de vecteurs 
est ainsi obtenue dans laquelle le gene p53 est place sous le controle rfun promoteur 
inductible : le promoteur de ia metallothionine, inductible par les mfetaux lourds 
(cadnium et zinc). 

- d'une sequence de 1173 pb correspondant h TADNc codant pour la proteine 
10 p53 de souris sous sa forme sauvage {Zakut-Houri et al. ( Nature 36 (1983) 594). Dans 

cette construction, le gfene suppresses est sous forme d'ADNc. c'est-a-dire depourvue 
d'introns. Ceci permet notamment de reduire la taille du vecteur. Par ailleurs, U a ete 
verifie que les niveaux rfexpression obtenus sont comparables en presence ou en 
Tabsence d'introns. 

j 5 . du signal de polyadenylation des genes tardifs du virus SV40, qui 

correspond § un signal de polyadenylation tres efficace. Deux sites de restriction 
uniques Sail et Hindlll sont situes en aval du signal de polyad&iylation. Ces sites ont 
permis l'insertion des regions pIX de l'adenovirus (Cf E3). 

E2. Activite in vitro du vecteur mp53\vtI-CMV 

20 La fonctionnalite du vecteur mp53\vtl-CMV a ete confirmee in vitro, par 

expression transitoire dans les cellules HeLa. Pour cela, le vecteur a ete introduit dans 
les cellules par transfection et, 40 heures apr^s, la proteine p53 a 6t§ dosee par 
immunofluorescence et immunoprecipitation. Les resultats obtenus montrent que plus 
de 50% des cellules transfect&es induisent des taux importants de protfeine p53. 

25 E3. Construction du vecteur mp53pIX.CMV 

Les plasrnides utilises pour generer, par recombinaison homologue, les 
adenovirus recombinants exprimant le gene p53 ont 6t6 constants comme suit : 

Le vecteur d'expression eucaryote mp53pIX.CMV a ete construit par 
insertion de la sequence pIX issue du genome de Tadenovirus entre les sites Sail et 
30 EcoRI de mpl3\vtI-.CMV. La sequence pIX a ete isolfee a partir du plasmide 
recombinant pLTR-Bgal pIX (Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 
626) par digestion au moyen des enzymes EcoRV et HindllL 
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Le vecteur ^expression mp53pIX.CMV ainsi obtenu (figure 2) possede un 
site unique Hindin en aval de l'insert pIX ce qui permet une linearisation de la 
construction (Cf E4.). 

£4. Construction d'un adenovirus recombinant defectif portant le gene p53 sous 
5 le contrdle du promoteur CMV. 

Le vecteur mp53pDCCMV est linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient, dans les cellules helper (Bgnee 293) apportant en trans les 
fonctions codees par les regions El (El A et El IB) d'adenovirus. 

On obtient l'adenovirus Ad.p53 par recombinaison bomologue in vivo entre 
l'adenovirus mutant Ad-dl324 (Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543) et le vecteur 
mp53pDC.CMV, selon le protocole suivant : apres linearisation par Fenzyme Hindin, 
le plasmide mp53pDCCMV et l'adenovirus dl324 sont co-transfectes dans la lignee 
293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la recombinaison 
bomologue. Les adenovirus recombinants ainsi g6neres sont s£lectionn6s par 
purification sur plaque. Apres isolement, FADN de Fadenovirus recombinant est 
amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit k un surnageant de culture 
contenant l'adenovirus d6fectif recombinant non purifie ayant un titre d'environ 10 10 
pfii/ml. 

Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur gradient de 
20 chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et al., 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Adp53 peut dtre conserve a -80°C dans 20 % 
de glycerol. 

La capacite de l'adenovirus Ad-p53 a infecter des cellules en culture et a 
exprimer dans le milieu de culture une forme biologiquement active de la p53 sauvage 
25 a ete demontree par infection des cellules de la lignee 293 humaine. La presence de 
p53 dans le surnageant de culture a ensuite ete mise en evidence au moyen d'un 
anticorps monoclonal sp6cifique de la p53. 

Ces etudes permettent de montrer que l'adenovirus exprime bien une forme 
biologiquement active de la p53. 
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REVENDICATIONS 

1. Adenovirus recombinant dfcfectif contenant une sequence d'ADN 
heterologue dont I'expression dans une cellule cible permet d'inhiber au moins 
partiellement la division cellulaire. 

5 2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est depourvu des 

regions de son genome qui sont n§cessaires a sa replication dans la cellule cible. 

3. Adenovirus selon la. revendication 2 caracterisee en ce qu*il sagit dSm 
adenovirus de type Ad 5. " 

4. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
10 sequence d'ADN heterologue contiem au moins un gene suppresseur de turneur ou un 

derive actif d'un tel gene. 

5. Adenovirus selon la revendication 4 caracterise en ce que le gene 
suppresseur de tumeur est choisi parmi les genes p53 p Rb, rap 1A, DCC k-rev2 et k- 
rev3, ou un derive actif de ceux-ci. 

15 6. Adenovirus selon Tune des revendications 13 3 caracterise en ce que la 

sequence d'ADN heterologue contient au moins un gene antisens dont l'expression 
dans la cellule cible permet de controler la transcription ou la traduction de genes 
favorisant la proliferation cellulaire. 

7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterisee en ce que le g£ne antisens 
20 permet de diniinuer les niveaux de traduction des oncogenes ras, myc, fos et/ou c-erb. 

8. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN heterologue contient au moins un gene dont le produit d'expression 
induit i'apoptose de la cellule infectee. 

9. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 8 caracterisee en ce que la 
25 sequence d'ADN heterologue cornprend des sequences promotrices permettant 

l'expression, dans la cellule infectee, du gene inhibant au moins partiellement la 
division cellulaire. ' . 
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10. Adenovirus selon I'une des revendications 1 a 9 caracterisee en ce que la 
sequence d'ADN hfeterologue comprend en outre un gfcne codant pour un antigene 
specifique de tumeur et/ou un gene codant pour une lymphokine. 

11. Utilisation d'un ad&iovirus selon Tune des revendications 1 d 10 pour la 
5 preparation d'une composition pharmaceutique destinfe au traitement et/ou & la 

prevention des cancers. 

12. Utilisation selon la revendication 11 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique en vue d'une administration directe dans la tumeur a 
traiter. 

10 13. Utilisation selon la revendication 11 pour la preparation d'un vaccin anti- 

tumoral. 

14. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants d£fectifs selon Tune des revendications 1 & 10. 

15. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 caracterisee en ce 
1 5 qu'elle est sous forme injectable. 

16. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 caracterisee en ce 
qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 & 10 10 pfu/ml 
adenovirus recombinants d£fectifs. 
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